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0 Proc6d6 de traitement de materiel v€gdtal afin d'obtenlr I'expression d'au moins un gdne, et 
materiel v£g6tat dans iequel ce gdne s'exprime. 

0 On met & incuber apr&s sterilisation, au moins 
une graine s&che de plante sup€rieure, au moins 
une spore s&che de plante inMrieure ou au moins un 
embryon de plante exris£ sec, dont la teneur en 
humidity est inferieure a 10 % en poids, au moins 
jusqu'£i ce que I'embryon ait tripte de taille, dans 
une solution aqueuse d'AON comprenarrt le gene 
Stranger complet et/ou le cADN de ce gene. 



ANSWER 21 OF 23 CA COPYRIGHT 2 002 ACS 

Plant cells are transformed with DNA by soaking grain, spores, or excised 
embryos, which have been dried to <10 wt . % water, in a soln. contg . the 
DNA. Peeled grain of Hordeum vulgare was sterilized with Na hypochlorite 
and dried to <5 wt . % water. They were individually soaked with 150 .mu.L 
soln. contg. pc hGH 80 0, a vector encoding human growth hormone, for 3 
days. Plants were regenerated from these grains, the plant tissue was 
homogenized, and growth hormone was purified from the homogenate. 
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"Proc&fe de traftement de materiel vegetal afln d'obtenir I'expresslon d'au molns un gene,et materiel 

vegetal dans lequel ce g^te s'exprlme". 



L'invention conceme un procede" de traftement 
de materiel vegetal afin d'obtenir Pexpression d'au 
moins un gene dans des cellules veg&ales, selon 
lequel on sterilise d'abord le materiel vegetal et on 
le met ensufte a incuber dans une solution d'ADN 
possectent au moins un gene Stranger k exprimer 
et/ou le cADN de ce gene. 

II est deja connu que llrrtroduction dans des 
cellules de pfantes de genes etrangers peut etre 
realisee par absorption directe d'ADN par des cel- 
lules veg&afes. 

En partrcufier, la transformation de protoplastes 
de plantes a deja 6te realisee par simple incuba- 
tion avec un plasmide posseciant le gene Stranger. 

Ainsi en travaillant sur des protoplastes isoles, 
il a deja ete* possible de transformer des monoco- 
tylees tels que la ceVeale TRITICIUM MONOCOO 
CUM (MoLGeruGenet199, p. 178 par L6RZ H. t 
BAKER B. et SCHELL J. - 1985) ou la graminee 
LOUUM MULTIFLORUM (Mol.Gen.Genet 199. p. 
183 par POTRYKUS L, SAUL M.W., PETRUSKA 
J..PASZKOWSK1 J. et SHILUTO D.-1985). Dans 
ces deux cas, comme souvent pour les protoplas- 
tes transformer, il n'a pas encore §te possible de 
regenerer des plantes. 

II sembte plus facile de pouvoir traiter le 
materiel vegetal entier tel que la graine ou Pem- 
bryon excis6 et des recherches ont £te" faites dans 
ce sens. 

On savait deja que, bien que la graine soft un 
systeme complexe par, notamment, ia presence de 
parois cellulaires et I'exsudation possible, chez cer- 
taines especes, de nucleases dans le milieu d'in- 
cubation, de I'ADN exogene pouvait pen&rer dans 
les cellules de graine et dans Pembryon (J. Mol. 
BioL 43, 243 - LEDOUX L. et HUART L; 1969) et 
que seul un faible pourcentage de I'ADN §tart 
degrade lors de la prise si la vari£te de graine Start 
bien choisie (Europ. J. Biochem. 23, 96 LEDOUX L 
etal; 1971). 

Des mutants thiamine d'ARABIDOPSIS 7HA- 
UANA ont deja &b conriges par un traitement avec 
des ADN bacteriens adequate (Nature 249 , 17 
LEDOUX L. et al; 1974 et Canad. J. GenetCyUM, 
51 5; LEDOUX L et al;1 979). 

On en avait decluit que I'ADN bacterien incuts 
avec des graines pouvait §tre, apres la prise, ex- 
prim £ par les cellules de la plante. 



Un precede d traitement de graines dans une 
solution d'ADN plasmidien a ete* decrit dans Arch. 
Int Physiol. Biochem. 90 , B 44 (LEDOUX L et al 
-1982). Cet article decrit le transfert direct et I'ex- 

5 pression d'ADN plasmiden derive* du plasmide pBR 
325 portant le gene de resistance a rampicilDne 
codant pour la ^-lactamase. 

Les precedes pour traiter le materiel vegetal 
tels que decrrts dans les publications merrb'onnees 

to ci-devant ne permettent cependant que dans de 
rares cas a Phomme de metier d'obtenir de bons 
resultats. En partcuKer ("absorption de I'ADN par 
les monocotylees s'avere dans la plupart des cas 
difficile & realiser. 

rs L'invention a pour but de procurer un procecJe 
simple mais applicable en general et permettant 
done d'obtenir Pexpression d*un gene par un nonv 
bre eHeve* de vari&es de plantes. 

Dans ce but, on met & incuber au moins une 

20 graine seche de plante supeneure, au moins une 
spore seche de plante inferieure ou au moins un 
embryon de plante excise* sec dont la teneur en 
humidity est inferieure h 10 % en poids, au moins 
Jusqu'a ce que I'embryon ait triple* de faille, dans 

2s une solution d'ADN comprenant le gene etranger 
complet et/ou le cADN de ce gene. 

On a constate qu'en appliquant ce procede* de 
PADN est absorbe aussi bien par des monoco- 
tylees que par des dicotylees. 

30 De preference, on met k incuber au moins une 
graine, une spore ou un embryon dont la teneur en 
humidite est infeneure a 5 % en poids. 

Bien que sous les conditions susdites Pactrvite* 
nucleasique est peu importante, il peut §tre utile de 

35 selectionner cTune plante determinee les varietes 
les plus pauvres en nucleases. 

La sterilisation necessaire avarrt I'incubation 
peut avoir pour consequence que la teneur en 
humidite* du materiel vegetal devient trop elevee. 

40 Dans ce cas, ou dans le cas ou le materiel v€g£ta) 
a traiter possede d£ja de sa nature une teneur en 
humidity trop elevee, on seche le materiel vegetal 
avant qu'on le fait incuber dans la solution d'ADN. 
Dans une forme de realisation particuliere de 

45 l'invention on fait incuber des graines pelables et 
on les pele avant de les incuber dans fa solution 
d'ADN. 

D^np une forme de realisation ronwo r-r .I - rU- 
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L'ADN peut contenir le g&ne Stranger tel quel 
(eventuellement avec introns et promoteur) par 
exemple un gene syntftetique ou manipuie ou le 
cADN tel quel de ce gene. 

II peut aussi etre un vecteur d'expression, par 
exemple un plasmide, un cosmide ou un phage 
comprenant le g§ne Stranger et/ou le cADN de ce 
gene. 

L'invention concerne egalement le materiel 
vegetal obtenu par le precede* susdit et dans lequel 
le gfene s'exprime. 

L'invention concerne ainsi entre autres une 
graine, une spore ou un embryon de plante excise 
dans laquelle ou lequel s'exprime un gfene 
Stranger, cette graine ou spore ou cet embryon 
ayant absorb^ de PADN comprenant le gene 
Stranger & exprimer ou le cADN de ce gene salon 
le precede susdit 

En particulier, le materiel vegetal a absorbe de 
I'ADN comprenant le gene complet codant pour 
Thormone de croissance humaine ou le cADN de 
ce gfene. 

L'invention concerne egalement les plantes, les 
cals ou les cellules obtenus a aprtir d'une graine, 
d'une spore ou d'un embryon traits par le proceed 
selon rinvention susdit dans lesquets ou lesquelles 
le g§ne etranger s'exprime ainsi que les descen- 
dants y compris les hybrides, de cette plante. 

D'autres particularites et avantages de l'inven- 
tion, ressortiront de la description d'un precede de 
traHement de materiel vegetal afin d'obtenir ('ex- 
pression d'au moins un gene, et du materiel 
vegetal dans lequel ce gene s'exprime, selon lln- 
verrtion; cette description n'est donn^e ci-apres 
qu'a titre d'exemple non limrtaiif et avec reference 
aux dessins annexes. 

La figure 1 represente la structure d'un vecteur 
d'expression pouvant etre utilisee dans le precede 
selon l'invention. 

La figure 2 represente la structure d'un autre 
vecteur d'expression pouvant §tre utilise dans le 
precede selon l'invention. 

Selon l'invention on fait germer le materiel 
vegetal sterile sec dans une solution d'ADN com- 
prenant le gfene etranger qu'on veut faire exprimer 
par les cellules vegetales. 

Le materiel vegetal susdit est constitue par une 
graine, une spore ou un embryon excise. 

La graine ou ('embryon peut etre aussi bien 
d'un monocotytee, par exemple le riz ou la fl6ole 
des ptes, que d'un dicotyiee comme I'Arabidopsis 
Thaliana. 



L'incubation doit se faire au moins jusqu'au 
debut visible de la plantufe»ou plus particulierement 
au moins jusqu'a ce que I'embryon ait triple de 
taille. 

s Ce triplage de taille arrive dans la ptupart des 
cas apres les premieres 72 heures et dans cer- 
taines cas d§ja apr&s les premieres 48 heures du 
dSveloppement de la plantule a partir du germe. 
On a constate qu'a ce stade de la germination, 

ro stade qui est tres particulier pour le m&abolisme, il 
ne se forme pas de nucleases et les cellules 
accepterrt entre autres de I'ADN avec le g&ne 
etranger.a condition toutefois que ces cellules 
soient suffisamment sfeches. Lorsque les cellules 

75 se sont hydratees, elles se ferment pour I'ADN 
Stranger. 

La teneur maximale d'eau admissible varie 
avec la variete de plante mais est en tout cas 
inferieure a 10 % en poids et de preference 

20 inferieure a 5 % en poids. 

Si rtecessaire on commence par secher le 
mat&iel vegetal, soft a I'air libre, sort par s£chage 
chimique sort encore par lyophilisation. 

Un tel sechage peut s'averer rtecessaire lors- 

25 que le materiel vegetal corttient trop d'humidite de 
sa nature mais surtout si le materiel vegetal a 
absortte de I'humidite tors de la sterilisation par 
voie humide. 

Si le materiel vegetal est une graine, on la p&e 

30 en en levant glumes et glume! les, avarrt l'incubation 
chaque fois qu'on le peut Ceci favorise Pabsorp- 
tion de I'ADN. Un tel pelage est par exemple 
indique pour la plupart des c€r£ale$ comme forge. 
Pour favoriser ce pelage, on mouille d'abord la 

3s graine pendant 30 minutes dans de I'eau. Ceci a 
normalemertt pour consequence qu'il est 
necessaire de s£cher ou de res^cher la graine 
avarrt de Pincuber dans la solution d'ADN. 

La solution aqueuse d'ADN peut etre une solu- 

40 tion saline ou une solution tampowtee. 

L'ADN peut §tre aussi bien sous forme lineal re 
que sous forme circulaire ou superttelicoftale. II 
contient un ou plusieurs genes Strangers complets 
(eventuellement avec promoteur et introns) et/ou le 

45 cADN de ce gfene. 

Ce gfene peut aussi §tre un gene manipuie 
pour favoriser son expression, par exemple selon 
une technique connue par laquelle il est place en 
aval de promoteurs particuliers ou de sequences 

so UAS (Upstream Activating Sequences) et en amont 
de sequences de polyadenylation ou de termi- 
naison. 
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Le gene etranger ou le cADN de ce g&ne peut 
ainsi §tre insure dans au moms un plasmide en 
parHculier un plasmide ou vecteur de depart de la 
serie pBR (pBR 322,325, 328 etc.),au moins un 
cosmfde, au moins un phage ou une combinaison 
de ces vecteurs. 

On utilise une solution d'ADN ayant une con- 
centration d'au moins 1 lig/ml. La concentration 
minimale depend du materiel vegetal, mas dans la 
plupart des cas on prefers une concentration voisi- 
ne de 400 a 500 mg/ml. 

Afin de permettre, apres ['application du 
proc§d€, une selection du materiel vegetal trans- 
formg par le precede on peut incuber le materiel 
vegetal a traiter dans une solution d'AON ne com- 
prenant pas seulement ces genes codant pour une 
proteine destree et/ou le cADN de ce gene mais 
egalement un gene codant pour la resistance k une 
substance toxtque par exemple k une antibiotique, 
k des metaux lourds , aux organoch lores ou aux 
herbicides. 

La selection du materiel vegetal transform^ 
peut avantageusement etre effectuee sur la des- 
cendance des plantes obtenues k parb'r du materiel 
vegetal trait§. 

Le gene etranger en question peut etre aussi 
bten eucaryotique que procaryotique ou viral. 

Un gene eucaryotique interessartt a fare ex- 
primer est le gene de rhormone de croissance 
humame (hGH). 

Bien que, Iorsque le trartemertt par I'ADN se 
fait tout au debut de la germination, les cellules 
torment peu de nucleases, on a constat^ que pour 
une plante donnee certaines varietes de cette plan- 
tB produtsent moins de nucleases que cfautres. II 
est des lors utile de selectiormer avant tout par 
dosage biochimique, les vari&es d*une plante les 
plus pauvres en nucleases. 

Apres rmcubation du materiel vegetal dans la 
solution d'ADN, on met le materiel traft£ darts un 
milieu de culture approprig permettarrt le 
developpement de plantes ou de cais formes a 
partir du materiel vegetal traits ou de parties, par 
exemple des cellules isolees de ce materiel. 

On cuftrve les plantes ou les cals jusqu'a la 
recofte de graines ou de spores qu'on curtrve k 
leur tour. On trafte alors les descendants des plan- 
tes pour en extraire par des m€thodes connues la 
proline exprimee par le gene etranger absorbe* 
par le materiel vegetal traiti a Torigine. 

Les exemples donnees ci-apres illustrent In- 
vention plus en detail. 



Exemple 1 

1. Preparation des graines: 

s On agfte des graines d'orge (HORDEUM VUL- 
GARE L var. Trumph) pendant 15 min dans une 
solution de 10 Hi de polyoxyethylene sorbitan 
monolaureate (Tween 20*) pour 20 ml d'eau. 
On pete ensurte soigneusement les graines. 

70 On les sterilise pendant 60 min par de Phypochlort- 
te de sodium (13 % de chkxe acrjf) addrtionnee de 
10 ul de Tween 20 par 20 ml. 

Apres lavage a Teau sterile jusqu'a un pH de 
6, on seche les graines en milieu sterile k 

75 temperature ambiartte jusqu*& ce que la teneur en 
humrcfite sort infeneure a 5 % en poids. 

Quand les graines sont fralbhes et que Pern- 
bryon apparaft com me tres hydrate , on peut 
secher les graines pendant une nurt sur drierite ou 

20 on peut les lyophiliser pendant une nuit avant de 
les steriliser. 



2. Preparation de la solution d f ADN. 

25 

On prepare une culture bacterienne k parb'r de 
la souche E.Cofi K 12-HB 101 corrtenant le plasmi- 
de ou vecteur d'expression c hGH 800/pBR 322 
(appel€ ct-apres pc hGH 800) dans un milieu com- 
30 plet de Luria (milieu L), auquel on a ajout£, apres 
ajustement du pH a 7,5 avec du NaOH 1 N et 
sterilisation, 50 mg/t cfampicilline fiftree sur mtifipo- 
re. 

La preparation du plasmide susdit est descrite 
35 en detail dans Science 205, 602-607 (1979) par 
J-A- MARTIAL, FLA. HALLEWELL, J.D. BAXTER et 
HM. GOODMAN. 

Ce vecteur d'expression a et6 prepare en 
insurant le fragment d'ADN de 800 pb (paires de 
40 bases) com prenant les 800 pb du cADN du gene 
hGH c.-a-d. le gene de rhormone de croissance 
humaine, au site Hind III du pBR 322 insert dans 
la souche E. coli CM 240. Ce fragment d'ADN a 
ete place dans le meme sens de lecture que le 
45 gene codant pour la resistance a Pampiciinne. La 
structure du vecteur plasmidien d'expression pc 
hGH 800 est representee k la figure 1 dans la- 
quelle 

P1 est le promoteur principal du gene bla (Ap 1 ) 
so dans le pBR 322, 

P3 est le promoteur nature! de ce gene (P1 et P2 

font partie de la zonf V-*— !; t^ur w di> ; ' ';, 
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main, on nsemence 1 litre de ce m§me milieu 
avec la souche. On laisse les bacteries se multi- 
plier jusqu'a ce que A*« attsingns 0,4 a 0,6. On 
ajoute alors du chloramphenicol & raison de 250 
mg/l. Cet antibiotique a pour effet de bioquer la 
synthese des prolines et d' mpecher la 
replication de I'ADN chromosomique. L'ADN pla- 
smidien continue, par contre, a se r^pliquer. On 
amplffie les plasmides pendant 12 h 16 heures. 

Ensuite on effectue la lyse de cellules des 
bacteries par la methode de lyse alacaline a gran- 
de echelle decrite par MANIATIS et al., in 
"Molecular Closing "Cold-Spring Harbor Laboratory 
(1982). 

On isole ensuite et on purifie I'ADN plasmidien 
en gradient de CsCI en presence de bromure 
d'&hidium. 

A chaque ml de la solution, on ajoute 1,0 gr de 
chlorure de cdsium. On additionne de 4,5 ml de 
bromure d'&hidum h 10 mg/ml. On ajuste la den- 
site finale de la solution au r£fractom§tre : Ttndice 
de refraction doit §tre egal a 1,386. II se forme des 
aggregats qu'on enlfeve par centrifugation. 

On effectue une premiere centrifugation pen- 
dant 48 heures h 36.000 tpm a 25°C (MARTIN 
CHRIST Omega II. rotor 65 TL). 

L'ADN plasmidien est isoie & I'aide d'une serin- 
gue et une deuxieme ultracentrifugation est 
realises & 45 000 tpm pendant 48 heures . La 
bande d'ADN plasmidien est isoiee. On y ajoute 2 
volumes d'isobutanol sature en eau et on agrte 
plusieurs fois pour eiiminer le bromure d'ethidum 
soluble dans t'isobutanol. Aprfcs centrifugation I'iso- 
butanol est enleve. On r£pete 4 fois cette 
operation. L'eiimination du CsCI est realises par 
dialyse pendant plusieurs heures contre une solu- 
tion de 0,01 M Na CI renouveiee 2 & 3 fois. 

On precipfte I'ADN en y ajoutant 1/10 de vo- 
lume de NaCI 5M et deux volumes d'ethanol. On 
laisse a -20 °C pendant 1 h et on centrifuge 10 
minutes a 10 000 tpm (Sorvall RC-5,4°C). On 
eiimine I'alcool et on dissout le culot dans un 
volume de NaCI 0,01 M sterile de maniere h ob- 
tenir une concentration finale d'ADN voisine de 400 
ug/ml. On garde le plasmide c hGH 800 en 
presence de chloroforme & 4°C. 



3. Traitement des graines dans la solution d'ADN. 

On place tes graines irrdividuellement dans fas 



On envetoppe la botte de Petri dans du papier 
aluminium pour eviter une germination trop rapide. 
On maintient la bote de Petri & 20°C pendant 3 
jours. Apres deux jours, on effectue un controls de 

s sterilite en posarrt une anse de platine entre les 
graines et en plagant une partis des graines dans 
le milieu de Luria contenant par litre : 
-10 gr. de bactotryptone 
•5 gr. de bacto-yeast extract 

io -5 gr. de NaCI 
-1 gr. de glucose 

La solidification du milieu a ete realisee par 
I'addttion de 15 g/l d'agar. 

On strie alors une botte de Petri contenant un 

15 milieu geiose riche et on la place a 27°C. Les 
conditions permettent le developpement de la plu- 
part des moisissures et des bacteries pouvant colo- 
niser les graines. On garde la botte en observation 
pendant plusieurs jours. 

20 

4. Culture de plantes. 

Lorsque rincubation est terminee, on reprend 
25 les graines et on les depose dans un tube con- 
tenant 6 ml de milieu de culture geiose. 

Ce milieu de culture est le milieu "Brown" 
(decrit par Miksche J.P. et Brown J.A.M. dans 
AmJ.Bot 52, 533 (1965)) & pH 5,8 permettant le 
30 developpement de plantes & partir des graines. 

On solkTrfte le milieu avec 7,8 g/l d'ager 
(oxoid) qu'on dissout par chauffage pendant 3 mi- 
nutes a 110°C. On repartit le milieu dans des 
tubes h raison de 6 ml dans chaque tube et on 
35 sterilise (15 minutes h 110°C). 

On controls les conditions de culture a trots 
niveaux,c'est-&-dire au niveau de : 
-la temperature (22°C) 

-I'intensite lumineuse (10.000 lux et 16 heures par 
40 jour) 

-I'humidite (65%) 



5. Extraction de I'hormone de croissance. 

45 

On place les tissues des plantes dans un tube 
"micro-Potter" ou elles sont broyees en presence 
de 200 jxl de tampon phosphate glace 0,1 M pH 
6,8, Triton X-100 0,25 %. Le tube dans lequel se 
so fait rhomogeneisation est plonge dans un autre 
tube contenp.nt cte la planp Le broyapp fp ; + £ 
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glace. Le culot est repris dais 200 ill de tampon 
phosphate-triton et resoumis a 50 passages. Cette 
operation est rep§t£e jusqu'a ce que le culot sort 
blanc. On collect© le sumageant 

On pr§cipite Phormone d croissance humaine 
entre 25 % et 60 % de saturation en sulfate 
d'ammonium. On solubilise le predpite dans un 
tampon phosphate et on isole Phormone par chro- 
matographie sur SEPHADEX G 75. On purffie en* 
suite Thormone isolee seion des techniques con- 
nues. 



Exemple 2. 

On repete Pexemple 1 mais au lieu de placer 
les graines trait^es a PADN dans un milieu de 
culture Brown on les met dans des botes de Petri 
contenant un milieu B5 induisant la formation de 
caJs a partir cte graines. Ce milieu est decrit par 
GAMBORG D.L, MILLER R et OJINA K. dans 
Exper. Cell.Res. 50 , 151 - 1968). On met environ 
20 graines par bote. 

LTiormone de croissance est extraite de la 
maniere decrite dans Pexemple 1 des cate,des 
plantes obtenues a partir de ces caJs ou des des- 
cendants des plantes obtenues a partir de ces 
caJs. 



Bcempies 3 et 4 

On repete les exemples 1 et 2 mais au lieu du 
vecteur d'expresston pc hGH 800 on emploie le 
vecteur d'expression "gene hGH sous clone* dans 
pBR 322" (appelee ct-aprfcs pg hGH N) dont la 
preparation et decrite dans Nucleic acids Res. 9 
(1981) 3719 - 3730 par M. DE NOTO. D.D. MOO- 
RE et H. GOODMAN. 

Ce vecteur pg hGH N est dO a Pinsertion du 
gene de I'hGH au site ECO Rl du pBR 322. 

La longueur du fragment insert qui consent le 
gene est de 2.600 pb. 

Le gene content 5 exons et son promoteur 
naturel. II est insere dans le sens oppose a celui 
du cDNA dans le vecteur pc hGH 800 des exem- 
ples 1 et2. 

La structure du vecteur pg hGH N est 
representee a la figure 2 dans laquetle 1,2,3,4 et 5 
represented des exons et a,b,c et d represented 

des introns. 



Ex mples 5 a 8 

On brise Penveloppe de graines de betterave 
(BETA VULGARIS L var. Mavigo) et on retire les 

5 graines. On traite les graines pendant 2 min par du 
HgjCIa a 2 %. Apres cinq lavages a Peau sterile on 
traite les graines pendant 30 minutes par de Phy- 
pochlorite de sodium (13 % de chlore actif). On 
lave ensuite les graines sterilisees a I'eau sterile 

70 jusqu'a un pH de 6. On les seche ensuite en 
atmosphere sterile a temperature amblante jusqu'a 
ce que la teneur en humidftg des graines soit 
infeneure a 5 % en poids. 

On prepare ensuite une solution d'ADN, on 

75 traite les graines avec cette solution et on extrart 
Phormone de croissance de la maniere decrite 
dans les exemples 1 a 4. 



20 Exemples 9 a 12 

On repete les exemples 1 a 4 mais en rem- 
plagant les graines d'orge par des graines de poh 
vron vert (CAPTICUM ANNUUM L, var. fascfcula- 

25 turn) qu'on traite de la maniere suivant avant de les 
faire incuber de la maniere decrite dans les exem- 
ples 1 a 4 dans la solution d'ADN. 

On met les graines pendant 40 minutes dans 
de ('hypochlorite de sodium (13 % de chlore actif). 

30 On lave les graines a Peau sterile jusqu'a un 
pHde6. 

Si la teneur en humidity est infeneure a 5 % 
en poids un sechage ulterieur n'est pas necessaire. 

35 

Exemples 13 a 16 

On repete les exemples 1 a 4 mats en rem- 
plagant les graines d'orge par des graines de sofa 
40 (GLYCINE MAX L var. Japan black). 

Avant de les incuber dans la solution d'ADN de 
la maniere decrite dans les exemples 1 a 4 on les 
met pendant 9 minutes au maximum dans du 
Hg,Cl2 2 % et on les soumet a dix lavages rapldes 
45 a Peau st£rile. 

Le degr€ dTiumiditS des graines a incuber est 
infeneure a 5 % en poids. 



so Exemples 17 a 20 . 
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On place les graines dans des godets en por- 
celaine et on les recouvre par une solution d*hy- 
pochlorite de calcium k 5 % prgabtablement Uttr^e 
sur mlllipore (0,45 urn). Aprfes 10 minutes, on 
enleve la solution d'hypochlorite de calcium et on 
rince les graines 4 a 5 fois avec de Peau sterile. 
On transfere ensuite, en conditions de steriiite, les 
graines steriiisees, dans des putts d'une plaque en 
porcelaine placee dans une bote de Petri de verre 
de taille approprtee sterile. 

Le degre d'humidite des graines est inferieure 
k 5 % en poids. 

On fart incuber les graines traitees, en lots de 
plusieurs, de la maniere ctecrite dans les exemples 
1 & 4 dans la solution d'ADN mais en ajoutant de la 
thiamine au milieu de culture "Brown" auquel on a 
d§j& ajoute de I'agar jusqu'& obtenir une concen- 
tration finale de milieu de 5.1 0~* M. 



Exemples 21 k 24 

On repute les exemples 1 a 4 mais en rem- 
plagant les graines d'orge par des graines de riz 
(ORYZA SATIVA, var. Japonica, cv Honnen Wase) 
et en les traitant de la maniere suivante avant 
Pincubation dans la solution d'ADN. 

On decortique d'abord soigneusement k la pin- 
ce les graines seches.Aprfcs Pen&vement du 
p£ricarpe on traHe les graines par de ('hypochlorite 
de sodium (13 % de chlore actif) addrtionrte de 
Tween 20 (10 ul/20 ml) pendant 40 minutes aprfcs 
quoi on lave les graines k I'eau sterile jusqu'fc un 
pHde6. 

Le degre d'humidite des graines Iav6es est 
inferieure k 5 % en poids. II s'est av£r6 qu'une 
concentration de PADN dans la solution de 200 
ug/ml est suffisante. 



Exemples 25 k 28 

On agite des graines de fteole (PHLEUM PRA- 
TENSE var. erecta, cv RVP) pendant 3 heures 
dans de I'eau, puis on les p§le sous une loupe 
binoculaire. On sterilise ensuite les graines par de 
rhypochlorite de sodium (13 % de chlore actif). On 
lave les graines et on les s&che aseptiquement a 
temperature ambiante pendant deux heures jusqu'a 
ce que le degre d'humidite des graines soit 
inferieure h 5 % en poids. 



Revendications 

1. Precede de traitement de materiel vegetal 
afin d'obtenir ('expression d'au moins un gene dans 

5 des cellules v€g£tales, selon tequel on sterilise 
d'abord le materiel vegetal et on le met ensuite k 
incuber dans une solution d'ADN poss^dant au 
moins un gene etranger a exprimer et/ou le cADN 
de ce gene,caracteris£ en ce qu'on met k incuber 

10 au moins une graine seche de plante superieure , 
au moins une spore seche de plante interieure ou 
au moins un embryon de plante excise sec, dont la 
teneur en humidrte est interieure k 10 % en 
poids.au moins juqu'a ce que Pembryon ait triple 

15 de taille, dans une solution aqueuse d'ADN com- 
prenant le g£ne etranger complet et/ou le cADN de 
ce gene. 

2. Proceed de traitement seton la revendication 
1, caracterise en ce qu'on met k incuber au moins 

20 une graine, au moins une spore ou au moins un 
embryon, dont la teneur en humidrte est interieure 
a 5 % en poids. 

3. Precede selon Pune ou Pautre des revendi- 
cations 1 et 2, caracterise en ce qu'on sfeche le 

25 materiel vegetal avant de Pincuber dans la solution 
d'ADN jusqu'a ce que la teneur en humidrte du 
materiel vegetal sort inferieure k la teneur maxh 
male susdite. 

4. Precede selon Pune ou Pautre des revendi* 
30 cations 1 a 3, caracterise en ce qu'on fait incuber 

des graines pelables et on les p&e avant de les 
incuber dans la solution d'ADN. 

5. Precede selon I'une ou Pautre des revendi- 
cations 1 £ 4, caracterise en ce qu'on met k 

35 incuber dans la solution d'ADN pendant les pre- 
mieres 72 heures du cteveloppement de la plantule 
k partir du germe. 

6. Precede selon Pune ou Pautre des revendi- 
cations 1 a 5, caracterise en ce qu'on fait incuber 

40 dans une solution saline d'ADN. 

7. Precede selon I'une ou ('autre des revendi- 
cations 1 a 6, caracterise en ce qu'on utilise 
comme solution d'ADN une solution d'ADN com* 
prenarrt au moins un g£ne etranger eucaryotique 

45 et/ou le cADN de ce gene. 

8. Precede selon la revendication 7, caracterise 
en ce qu'on utilise une solution d'ADN comprenant 
le g§ne codant pour Phormone de croissance hu- 
maine (hGH) et/ou le cADN ce ce gfene. 

so 9. Precede selon I'une ou Pautre des revendi- 
Cftt^tnp 1 a 8, csrf»r. J ,»* : « r f-^ hp cn''o n * i""- 
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11. Precede seton les revendications 8 a 10, 
caracteris£ en ce qu f on utilise comme solution 
cfADN une solution comprenant le plasmide pc 
hGH 800 comprenant le gene de PhGH au site 
HIND III du pBR 322. 5 

12. Proc&Je selon les revendications 8 a 10, 
caract£ris€ en ce qu'on utilise comme solution 
d'ADN une solution comprenant le plasmide pg 
hGH N comprenant (e gfcne de ThGH insert au site 

Eco Rl du pBR 322. to 

13. Proc£d€ selon Tune ou I'autre des revendi- 
cations 1 a I2,caract§rise en ce qu'on met la 
graine ou la spore dans une solution d'ADN com- 
prenant au moins 1 ug d'ADN par ml de solution. 

14. Precede* selon la revendication 13, ca- 75 
ractense en ce qu'on met le mat§riel vegetal a 
incuber dans une solution d'ADN comprenant au 
moins 400 ug d'ADN par ml. 

15. Graine, spore ou embryon de piante excise 
dans laquelle ou lequel s'exprime un gene 20 
§tranger,cette graine ou spore ou cet embryon 
ayant absorbe seton le procedS selon Tune ou 
Pautre des revendications 1 a 14 de I'ADN compre- 
nant le gene Stranger a exprimer ou le cADN de ce 
gene. 25 

16. Graine, spore ou embryon de piante seton 
la revendication 15, caracterise en ce qu'elle ou 
qull a absorbe I'ADN comprenant to gene comptet 
codant pour I'hormone de croissance fhumaine ou 

le cADN de ce gene. 30 

17. Rantes, cals ou cellules obtenus a partir 
d'une graine.d'une spore ou d*un embryon de pian- 
te excise^ traits selon le proc6d6 selon Pune ou 
I'autre des revendications 1 a 14. et derives ou 
descendants de ces plantes. 35 



40 
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